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Mechanistic study of nonivamide enhancement of 
hyperthermia-induced apoptosis in U937 cells 
（ノニバミドによる温熱誘発アポトーシスの増強効果に
関する検討） 
〔目的〕
Hyperthermia is one therapeutic tool for damaging and killing cancer cells, with 
minimal injury to normal tissues. However, its cytotoxic effects alone are insufficient for 
quantitative cancer cell death. To overcome this limitation, several studies have explored 
non-toxic enhancers for hyperthermia-induced cell death. Capsaicin may be applicable as a 
therapeutic tool against various types of cancer. In the present study, I employed 
nonivamide, a less-pungent capsaicin analogue, to investigate its possible enhancing 
effects on hyperthermia-induced apoptosis; moreover, I analyzed its molecular mechanism. 
〔方法並びに成績〕
Cell viability was determined by the CCK-8 assay. Apoptosis was examined by Annexin 
V/PI staining. Changes in the expression of apoptosis related proteins were examined by 
Western blot. Generation of intracellular reactive oxygen species (ROS), calcium and 
mitochondrial transmembrane potential were monitored by flow cytometry. 
Treatment of U937 cells at 44°C for 15 min, combined with nonivamide 50 μM, 
revealed enhancement of apoptosis. Significant increases in ROS generation, 
mitochondrial dysfunction, and cleaved caspase-3 were observed during the combined 
treatment; these were accompanied by an increase in pro-apoptotic Bcl-2 family proteins 
and a decrease in anti-apoptotic Bcl-2 proteins. In addition, significant increases in p-JNK 
and p-p38 were detected, following the combined treatment. 
〔総括〕
I have demonstrated that treatment with nonivamide, prior to hyperthermia, boosts 
apoptosis in U937 cells. Enhanced ROS generation may be a possible mechanism of the 
enhanced apoptotic effect that is observed with this combined treatment. Furthermore, 
nonivamide enhanced apoptotic cell death when combined with hyperthermia, via the 
論 文 内 容 の 要 旨
MAPK pathway and mitochondrial dysfunction. Enhancing hyperthermia treatment using 
nonivamide represents an advancement in cancer therapeutics. 
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【目的】 
温熱療法は腫瘍細胞を選択的に損傷して死滅させることを意図する治療法である。しか
しながら、温熱療法の細胞障害作用だけでは腫瘍細胞を全滅させるには不十分なことが
ある。このような限界を乗り越えるために、温熱療法による腫瘍細胞死を促進する化合
物が探索されている。その中でも、Capsaicinとその関連分子は種々の悪性腫瘍に利用で
きる可能性がある。本研究で Sun Lu 氏は、細胞培養系において、Capsaicinと類似した
構造をもつ分子で刺激性の少ないnonivamideを用いて、温熱処理によって引き起こされ
る腫瘍細胞のアポトーシス増強効果を検討し、分子機構を探索した。 
【方法】 
nonivamide 50 µM で前処置した培養細胞（U937、HeLa、HepG2、HEK293）と無処置の培
養細胞に、44℃、15分の温熱処理を行い、細胞の生存率と apoptosisに及ぼす効果を解
析した。細胞生存率は CCK-8 assayによって検討した。Apoptosis細胞を Annexin V/PI 
染色によって標識し、フローサイトメトリーによって解析した。Dihydroethidiumによっ
て細胞内のreactive oxygen species(ROS）を検出し、フローサイトメトリーによって解
析した。ミトコンドリアの膜電位とカルシウム流入をフローサイトメトリーによって観
察した。対照群および各種の実験群におけるapoptosis関連タンパク質の発現を Wester
n blotによって検討した。各群の測定データを、one-way および two-way ANOVA により
比較し、Dunnett's の検定を行った。 
【結果】 
温熱処理に於いてnonivamideは濃度依存的な apoptosis増強効果を示したが、その効果
は細胞種に依存した。 増強効果はU937細胞にとくに顕著に認められたので、この細胞に
及ぼす効果とその機構を解析した。nonivamideのapoptosis増強効果はROS産生の有意な
増大を伴い、ミトコンドリア膜電位の減少とCa2+ 流入で計測されるミトコンドリア障害
を引き起こした。nonivamideを用いた温熱処理によって、pro-apoptotic経路のタンパク
質（tBid、cleaved Caspase-3、PKCδの活性型フラグメント）の増加と、anti-apoptotic
タンパク質（Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1）の減少が観察された。この時、MAPK経路（p-JNK、
p-p38）の発現増加と、JNK阻害剤によるnonivamideによるapoptosisの増強効果の抑制が
観察された。Capsaicinとその類似分子はTRPV1 channelを介して作用を及ぼすことが知
られており、その阻害剤（trans-tert-butylcyclohexanol、BCH）が及ぼす効果を検討し
た。BCHはp-JNKの発現を部分的に抑制したが、ROSの産生を抑制せず、ミトコンドリアの
障害の抑制は観察されず、 nonivamideによるapoptosisの増強を抑制しなかった。 
 
【総括】 
Sun Lu 氏は本研究において、nonivamideの温熱処理におけるapoptosis増強効果を培養細
胞で初めて示し、増強効果がROS産生の増加、MAPK経路の活性化と、ミトコンドリア障害
と相関すること明らかにした。nonivamideは想定される受容体TRPV1と異なる経路を介し
て、apoptosisに作用し、温熱処理の効果を増強すると考えられる。以上のことから、温
 熱処理におけるapoptosisをnonivamideが増強する効果を明らかにした点は新規性があり、
細胞内機構との相関を示した理由により医学における学術的重要性が高い。以上より本審
査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。 
 
